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ANOTACE 
 
Cílem předložené práce je studium degradace vybraných modifikovaných bílkovinných 
materiálů a optimalizace metod použitelných pro sledování změn koncentrace proteinů ve 
vzorcích podléhajících proteolytické degradaci. V první části práce byla zpracována rešerše o 
biomateriálech používaných v biomedicínských aplikacích, biokompatibilitě, charakteru 
kolagenových materiálů a jejich použití. 
V rámci praktické části byly ověřeny vybrané metody sledování proteolýzy na kalibračních 
standardech hovězího sérového albuminu, kolagenu a vybraných aminokyselin. Součástí 
předložené práce bylo také sledování proteolýzy u vybraných modifikovaných kolagenových 
materiálů. 
V první fázi byly testovány vybrané metody stanovení celkových bílkovin: ninhydrinová, 
biuretová, Hartree-Lowryho, spektrofotometrie UV-VIS a metoda s využitím TNBS - 
trinitrobenzensulfonové kyseliny.  Pro sledování proteolýzy byly upraveny dvě metody: 
biuretová metoda, detekuje peptidové vazby a metoda s TNBS, pomocí které lze detekovat 
primární aminoskupiny. Metody byly aplikovány na sledování proteolýzy u tří různých typů 
kolagenu degradovaných pomocí kolagenázy. U standardu rozpustného kolagenu a rovněž u 
modifikovaných kolagenů byl zaznamenán úbytek peptidových vazeb a přírůstek primárních 
aminoskupin úměrně koncentraci enzymu a poměru enzym : substrát. U nerozpustného 
kolagenu byla analýza výrazně ovlivněna strukturou a změnami konformace materiálu během 
degradace. 
 
 
ANNOTATION 
 
The aim of presented work was to study degradation of selected modified protein materials 
and optimization of methods usable for protein concentration changes in samples that undergo 
proteolytic degradation. In first part overview of biomaterials used in medicine applications, 
biocompatibility and of collagen materials and their applications was given. 
In experimental part some methods for proteolysis determination were tested using standards 
of albumin, collagen and selected amino acids. As a part of this work proteolysis of selected 
modified collagen materials was observed. 
First, following methods for total protein analysis were tested: ninhydrin method, biuret 
method, Hartree-Lowry, UV-VIS spectrophotometry and TNBS method (trinitro-benzen-
sulphonic acid). For collagen proteolysis determination two of these methods were optimized: 
biuret method (peptide group detection) and TNBS (primary amino group detection).  These 
two methods were applied on enzyme degradation of three collagen samples: soluble collagen 
standard, collagen standard type I (insoluble) and modified collagen material for clinical 
application. In soluble and modified collagens collagenase effect exhibited decrease of 
peptide bounds and, simultaneously, increase of primary amino groups according to enzyme 
concentration and enzyme:substrate ratio. In insoluble collagen analysis was strongly 
influenced by structure and conformation changes of material during degradation. 
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1. ÚVOD 
 
Použití biomateriálů pro regeneraci, upravení nebo nahrazení tkání a dalších částí lidského 
těla patří v současné době mezi intenzivně se rozvíjející oblasti biomedicínského výzkumu. 
Potřeba vhodného biomateriálu se stává aktuální neustálým rozvojem znalostí a technologií. 
Cílem vývoje biomateriálů je poskytnout podpůrný materiál, který by co nejdokonaleji 
nahradil požadovanou část a nezpůsoboval by nežádoucí imunologické reakce organismu. 
Používané materiály jsou syntetického nebo přírodního původu.  
Při použití syntetických materiálů v biologickém prostředí nesmí materiál ani jeho 
degradační produkty působit toxicky. Toxicita materiálu na biologický objekt se vyjadřuje 
pojmem biokompatibilita. Biokompatibilita signalizuje schopnost použitého materiálu 
fungovat s vhodným hostitelem za specifických podmínek. Postupným vývojem snášenlivost 
materiálů stoupala a riziko infekce a odmítnutí implantátu klesalo. 
Mezi přírodní řadíme např. kolagen, elastin, kyselinu hyaluronovou. V posledních několika 
letech je velmi diskutovaným tématem použití např. kmenových buněk otvírajících tak 
možnosti buněčné terapie. 
Kolagen je hlavní složkou většiny pojivových tkání a je přítomen ve všech živočišných 
buňkách. Je hlavní organickou složkou kůže, chrupavek, kostí, oční rohovky, cévních stěn, 
šlach a zubů.  Pokud budeme mluvit o kůži, zde je hlavní úlohou kolagenu udržení nejvyšší 
kvality struktury pokožky, udržování pružnosti pokožky, nepřetržitá obnova kožních buněk, 
zabraňování její dehydratace, minimalizace vzniku vrásek a mnoho dalších významných úloh. 
Pro svou vysokou pevnost a schopnost regenerace je jedním z nejpoužívanějších materiálů 
v chirurgii a kosmetice. 
Cílem předložené práce je studium degradace vybraných modifikovaných bílkovinných 
materiálů a optimalizace metod použitelných pro sledování změn koncentrace proteinů ve 
vzorcích podléhajících proteolytické degradaci. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 - 9 -
2. TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Biomateriály používané v medicínských aplikacích 
2.1.1 Biomateriály 
 
Biomateriál je materiál syntetického nebo přírodního charakteru používaný k upravení, 
zlepšení nebo nahrazení části systému nebo funkce v přímém kontaktu s živou tkání. Je to 
materiál samostatně neschopný života, který je používaný v medicínských aplikacích  v cílené 
a přímé interakci  s biologickým systémem.  
Pokud tento materiál vyvolává jen minimální biologickou odezvu, hovoříme o 
biokompatibilitě, což je schopnost materiálu interagovat s vhodným hostitelem 
v požadovaných specifických situacích. Požadavky na biomateriály se mění významně podle 
předpokládané délky použití a dané metody aplikace. Za účelem objasnění použití 
biomateriálů je tedy nutná jejich klasifikace právě podle výše uvedených významných kritérií 
- podle zamýšlené doby použití a podle způsobu aplikace [1]..  
 
2.1.2 Dělení biomateriálů 
 
Dělení biomateriálů podle doby použití: 
a) permanentní aplikace 
b) nefunkční 
c) funkční 
d) dlouhotrvající aplikace 
e) občasná 
f) kontinuální 
g) přechodná aplikace 
h) mimotělní zařízení 
i) biodegradovatelné materiály 
 
Dělení biomateriálů podle účelu použití: 
1) rekonstrukce a zlepšení tkaniv a orgánů (náhrady) 
2) rekonstrukce a zlepšení fyziologické funkce (umělé orgány) 
3) terapeutická aplikace (makromolekulární modulace) 
 
Dělení biomateriálů podle materiálu, ze kterého jsou vyrobené: 
• kovové biomateriály (nerezavějící ocel, slitiny na bázi Co, Ti, Ni, Au) 
• kompozitní materiály 
• termoplastické polymery 
• biomedicínské elastomery 
• biokeramika 
• bioaktivní sklo a sklokeramika [1]. 
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Biomateriály mají širokou a neustále se rozšiřující oblast  použití. Tradiční oblasti aplikace 
jsou plastická a rekonstrukční chirurgie, ortopedická chirurgie a stomatologie. 
 
2.1.3 Příklady používaných biomateriálů 
 
V následujícím přehledu jsou uvedeny některé příklady v současnosti běžně používaných 
biomateriálů: 
o Nahrazení nemocných nebo poškozených částí – umělý kyčelní kloub, ledvinový 
dialytický přístroj. 
o Asistence při uzdravování – švy, kostní desky a šrouby. 
o Zlepšení funkce – srdeční stimulátor, kontaktní čočky. 
o Korekce funkční abnormality – Harringtonova páteřní tyč. 
o Korigování kosmetických problémů – zvětšování rtů, úprava brady, nosu, atd. 
o Pomoc při diagnóze – sondy, katetry. 
o Pomoc při ošetření – katetry, trativody [1].    
 
Biomateriály v orgánech: 
Orgán   Příklady 
Srdce   Kardiostimulátory, umělá srdeční pumpa 
Plíce   Kyslíkový přístroj 
Oko   Kontaktní čočky 
Ucho   Kosmetická rekonstrukce vnějšího ucha 
Kost   Kostní deska 
Ledviny  Ledvinový dialyzační přístroj 
Močový měchýř Katetr [1,2]. 
 
Tabulka 1: Výhody a nevýhody používaných biomateriálů [1] 
Materiál Výhody Nevýhody Příklady 
Polymery: Odolné,bez koroze Málo pevné Švy, krevní nádoby 
Nylon  
Silikony 
Deformovatelné s 
časem 
Teflon 
Snadno zpracovatelné 
Mohou degradovat 
Kyčelní jamka, ucho, 
nos, jiné měkké tkáně
Dacron    
Kovy: Pevné Mohou korodovat 
Titan Velmi biokompatibilní  
Nerez ocel Houževnaté Husté 
Slitiny Co – Cr Kujné  
Náhrady kloubů, 
kostní desky a 
šrouby, zubní 
kořenové implantáty 
Zlato    
Keramika: Křehká Zubní protézy 
Aluminový oxid 
Velmi biokompatibilní, 
není koroze Kyčelní jamka 
Uhlík Pevné v tlaku 
Obtížně 
zhotovitelné  
Hydroxyapatit  Neodolné  
Kompozity: Obtížné 
Uhlík - uhlík 
Pevné, přizpůsobitelné 
 
Zubní výplně, kostní 
cement 
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2.1.4 Kovové implantáty
2.1.4.1 Nerezavějící ocel 
 
Austenitické oceli se tvářením zpevňují velmi rychle, a proto nemohou být tvářeny za 
studena bez mezioperačního tepelného zpracování. Tepelné zpracování by však nemělo 
indukovat tvorbu karbidu Cr23C6 na hranicích zrn, což způsobuje korozi. 
Při tepelném zpracování se může též objevit deformace komponent, které však může být 
snadno řízeno rovnoměrností ohřevu. Jiným nežádoucím efektem tepelného zpracování je 
tvorba oxidických šupin, které musí být odstraňovány buď chemicky (kyselina) nebo 
mechanicky (pískováním) [1]. 
 
2.1.4.2 Slitiny na bázi Co 
 
Tyto materiály se obvykle vztahují ke kobalt-chromovým slitinám. Jsou obvykle dvojího 
typu: Slitiny CoCrMo, obvykle používané v litém stavu, a slitiny CoNiCrMo – desítky let 
používány dentisty a krátce i k výrobě umělých kloubů (lité). Kované slitiny CoNiCrMo 
slouží také k výrobě dříků umělých částí pro těžce poškozené klouby jako koleno a kyčel 
[1,2]. 
 
Pro chirurgické implantátové aplikace jsou doporučovány: 
- lité slitiny CoCrMo (F76) 
- kované slitiny CoCrMNi (F90) 
- kované slitiny CoNiCrMo (F562) 
- kované slitiny CoNiCrMoWFe (F563) 
V současnosti pouze dvě z těchto slitin jsou široce používány při zhotovování implantátů, litá 
CoCrMo a kovaná CoNiCrMo.  
 
Výbornými vlastnostmi se projevuje slitina MP 35N (CoNiCrMo – 35 % Co, 35 % Ni), Mo 
je přidáván k zjemnění zrna. Je korozivzdorná za napětí vůči mořské vodě, obtíže se objevují 
při zpracování za studena. Co – slitiny jsou náchylné ke zpevňování při tváření [1]. 
 
2.1.4.3 Titan a jeho slitiny 
 
Pokusy použít titan na implantáty se datují ke konci r. 1930. Bylo zjištěno,že Ti je tolerován 
ve stehenních kostech koček podobně jako nerezová ocel a Vitallium (slitina CoCrMo). Jeho 
nízká váha a dobré mechanicko-chemické vlastnosti jsou vynikající pro implantátové 
aplikace. 
U nelegovaného Ti má kyslík velký vliv na tažnost a pevnost. Jediná Ti – slitina (Ti6A14V) 
je široce používána pro výrobu implantátů [1]. 
 
2.1.4.4 Zubní kovy 
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Amalgam 
Je to slitina s Hg (~ 65 % Ag, < 29 % Sn, 6 % Cu, 2 % Zn, 3 % Hg) používaná v zubním 
lékařství . 
 
Au (Au – slitiny) 
 
Zpracovávají se litím nebo „pěchováním“. Používají se typy s 75 % Au a více, přidaná Cu 
zvyšuje pevnost stejně jako Pt (< 4 %) – má též vliv na zvýšení tavící teploty. Tvrdší slitiny 
(méně Au) se používají např. na korunky. 
 
Ni – Ti slitiny 
 
Jejich výhodné mechanické vlastnosti jsou založeny na termoelastické martenzitické 
transformaci („tvarový paměťový efekt“). Používají se na nosné zubní dráty, intralebeční 
spony, spony stahující umělé svaly pro umělé srdce, ortopedické implantáty a jiná medicínská 
zařízení [1]. 
 
2.1.4.5 Jiné kovy 
 
V úvahu přicházejí Ta a Pt, jsou však málo používány. 
 
2.1.4.6 Koroze kovových implantátů 
 
Lidské tělo je velmi agresivní korozní prostředí. Za účelem snížení koroze na minimum je 
třeba používat některé z následujcích opatření. 
Možnosti minimalizace koroze: 
? používat vhodné kovy 
? zabránit implantaci různých typů kovu do stejné oblasti 
? při výrobě používat na části stejnou tavbu téže varianty dané slitiny 
? při konstrukci minimalizovat dutiny a štěrbiny 
? při operaci zabránit přenosu kovu z nástroje na implantát nebo tkáň 
? připustit, že kov, který odolává korozi v jednom tělesném prostředí, může korodovat 
v jiné části těla [2]. 
 
2.1.5 Keramické implantáty  
 
Keramické implantáty jsou žáruvzdorné, polykrystalické sloučeniny obvykle anorganické. 
Zahrnují silikáty, kovové oxidy, karbidy a různé žáruvzdorné hydridy, sulfidy a selenidy. 
Oxidy jako Al2O3, MgO a SiO2 obsahují kovové a nekovové prvky, zatímco jiné jako NaCl a 
ZnS jsou iontové soli. Výjimkou jsou diamant a karbonátové struktury jako grafit a 
pyrolyzované uhlíky, které jsou kovalentně vázány. 
Důležité faktory ovlivňují vztah struktura – vlastnosti jsou poměr poloměrů a relativní 
elektronegativita mezi pozitivními a negativními ionty [1,3]. 
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2.1.5.1 Struktura – vlastnosti 
 
Atomární vazba 
 
Základem klasifikace jsou struktury AmXn (A+ - pozitivní ionty, X- - záporné ionty). 
Na ↔ Na+ + e- e- + Cl ↔ Cl-
 
Fyzikální vlastnosti 
 
Keramické sloučeniny jsou obecně tvrdé, mají vysokou teplotu tavení, nízkou elektrickou a 
tepelnou vodivost, nejsou houževnaté, jsou citlivé k vrubům, mají nízkou pevnost v tahu a 
vysokou v tlaku [1]. 
 
2.1.5.2 Al – oxidy 
Aluminové implantáty mají požadovanou mez pevnosti v ohybu > 400 MPa [1]. 
 
2.1.5.3 Ca – fosfáty 
Používají se k výrobě umělých kostí . 
 
 Struktura 
 
Ve vlhkém prostředí a při nízkých teplotách (< 900°C) – existují ve formě hydroxylovaného 
apatitu. V suché atmosféře a při vyšších teplotách se vyskytují „β – whitlockite“. Obě formy 
se používají. Hydroxyapatit má široké variace a všeobecně vynikající biokompatibilitu [1]. 
 
2.1.5.4 Skelná keramika 
 
Připravuje se řízenou krystalizací skla. Přidáním malého množstvím kovových prvků (Cu, 
Ag, Au) napomůžeme nukleaci a krystalizaci skla v jemnozrnnou keramiku vhodnou k výrobě 
implantátů, výplňového kostního cementu, kompozit pro zubní úpravy, krycích materiálů [1]. 
 
2.1.5.5 Ostatní keramika 
 
TiO2 – komponenta kostního cementu 
BaTiO2 – používán k fixaci implantátu v kosti 
Ca3(PO4)2 – k indukci tkáňového vrůstu kolem pórů, časem ztrácí pevnost 
CaO.Al2O3 – implantát, který však může být napadán bakteriemi (biodegradovatelný) [1]. 
 
2.1.5.6 Uhlík 
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Používá se ve formě krystalického diamantu, grafitu a kvazikrystalického pyrolytického 
uhlíku. Krystalografická struktura je podobná grafitu (mazací implantáty jsou vynikající pro 
svoji anizotropnost). Uhlíkový kompozit má vynikající kompatibilitu s tkání, zvláště s krví 
[1,2]. 
 
2.1.5.7 Narušování keramiky 
 
Při nadkritickém napětí je únavová pevnost aluminů redukována přítomností vody, důsledek 
zbrzděného růstu trhlin, který je urychlován molekulami vody [1]. 
 
 
2.1.6 Polymerové implantáty  
 
Polymery se tvoří spojením malých molekul prostřednictvím primárních kovalentních vazeb 
v hlavní řetězovou páteř s C, N, O, Si atd. Polymery jsou gigantické molekuly. Při nízké 
molekulární váze se chovají jako vosk, při vysoké jako olej a plyn. Dlouhé řetězce jsou 
drženy pohromadě buď sekundárními vazebnými silami jako jsou Van der Waalsovy a 
vodíkové vazby nebo primárními kovalentními vazebnými silami prostřednictvím příčných 
spojů mezi řetězci. Dlouhé řetězce jsou velmi ohebné a mohou být snadno spleteny. Navíc 
každý řetězec může mít postranní skupiny, větve a kopolymerické řetězce nebo bloky, které 
mohou též interferovat s uspořádáním řetězců na dlouhé vzdálenosti. 
Stupeň polymerizace (SP) je jeden z nejdůležitějších parametrů určujících vlastnosti 
polymerů. Je definován jako průměrný počet opakujících se jednotek na molekulu, t.j. řetězce. 
Každý řetězec může mít malý nebo velký počet opakovaných jednotek závisejících na 
podmínkách polymerizace. 
Jestliže se molekulární řetězce stanou delší pokračující polymerizací, jejich relativní 
pohyblivost klesá. Pohyblivost řetězce se též váže k fyzikálním vlastnostem finálního 
polymeru. Obecně čím je vyšší molekulární hmotnost, tím menší je pohyblivost řetězců, což 
vede k vyšší pevnosti a větší tepelné stabilitě. Polymerové řetězce mohou být uspořádány 
trojím způsobem: lineární, rozvětvené a příčně spojené nebo trojrozměrné síťové [1,3].  
 
2.1.6.1 Polymerizace 
  
Polymerizace kondenzací nebo postupnou reakcí 
 
Při kondenzační polymerizaci pobíhá následující uvedená reakce, při níž se odštěpuje malá 
molekula, nejčastěji voda. 
 
R-NH2 + R’COOH → R’CONHR + H2O 
 
Hlavní nevýhodou kondenzační polymerizace je tendence k přerušení dříve, než řetězce 
dorostou do patřičné délky. To je důsledek snížené pohyblivosti řetězců a zpětně působících 
chemických látek, což vede k tvorbě krátkých řetězců. 
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Přírodní polymery a jako polysacharidy a proteiny jsou též vytvářeny kondenzační 
polymerizací. Kondenzující molekula je vždy voda [1]. 
 
2.1.6.2 Vliv molekulární hmotnosti a složení na vlastnosti polymeru 
 
Molekulární hmotnost a její distribuce má velký vliv, neboť tuhost polymeru je primárně 
dána imobilitou nebo zauzlením řetězců. Při stoupající molekulární hmotnosti se polymerové 
řetězce stávají delší a méně pohyblivé a výsledkem je tužší materiál. 
Jiným zřejmým způsobem změny vlastnosti je změna chemického složení páteřního nebo 
postranních řetězců [1]. 
 
2.1.6.3 Polymerové implantáty 
 
Polyamidy (nylony) 
 
Vznikají stupňovitou reakcí nebo kondenzací. Mají vynikající schopnost tvořit vlákna. 
- [NH(CH2)x NHCO(CH2)y]n – [NH(CH2)xCO]n -  
 
Polyethylen 
 
Polyethylen + polypropylen = polyolefiny – jsou to lineární termoplasty s jednoduchou 
strukturou. 
 
Polypropylen 
 
Existují tři typy struktury v závislosti na (CH3) skupině. Odlévají se z nich závěsy pro 
prstové protézy, jsou odolné proti praskání. 
 
Polyakryláty 
 
Používají se na (tvrdé) kontaktní čočky, implantáty očních čoček, jako kostní cement pro 
fixaci spojovacích protéz. 
Používanými polyakryláty jsou např. akrylika, hydrogel, fluorokarbonylové polymery a 
pryskyřice (přírodní i umělé) [1]. 
 
2.1.6.4 Vysokopevné termoplasty 
 
Patří sem polyformaldehydy – široce známy jako Derlin. Mají vysokou molekulární 
hmotnost, vynikající mechanické vlastnosti a odolnost vůči většině chemikálií a vodě v široké 
teplotní oblasti. 
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Polysulfony mají vysokou tepelnou stabilitu a jsou též stabilní vůči většině chemikálií, ale 
nejsou stabilní v přítomnosti polárních organických rozpouštědel jako jsou ketony a chlornaté 
hydrokarbony. 
Polykarbonáty jsou houževnaté, amorfní a transparentní polymery vznikající reakcí 
bisfenolu A a difenylu karbonátu [1]. 
 
2.1.6.5 Porušování polymerů  
 
Chemickými vlivy dochází k depolarizaci, k příčnému spojování lineárních polymerů. Vliv 
má také suchá tepelná sterilizace, sterilizace párou, chemická činidla i radiační sterilizace. 
Mimo jiné může polymery narušit cyklické i konstantní zatěžování [1]. 
 
 
2.1.7. Kompozity  
 
Přírodní kompozity jsou: kost, dřevo, zubní tkáň (pod sklovinou), tělní tkáň (houževnatá, 
pevná, elastická) a kůže.  
Zubní kompozitní materiál výplňkový má partikulární strukturu. Tento materiál je pěchován 
do zubní kavity ještě měkký a pryskyřice polymerizuje „in situ“. Křemičité částice obstarávají 
tvrdost a odolnost vůči opotřebení vyšší než má samotná pryskyřice. 
Vlastnosti kompozitních materiálů závisí velmi mnoho na struktuře (ta je závislá na tvaru 
částic a objemovém podílu), podobně jako v homogenních materiálech. Kompozity se odlišují 
v tom, člověk má možnost výrazně ovlivňovat strukturu v širokém měřítku a tudíž žádané 
vlastnosti. 
Kompozity se používají na zubní výplně. Na kostní cement a porezní povrch ortopedických 
implantátů se používá methylmetakrylát zpevněný kostními částicemi a C-vlákny. Porezní 
vrstvy jsou užívány v kostních kompatibilních implantátů k podpoře růstu kostí. Velikost pórů  
> 75 μm, porozita podněcuje vrůstání tkáně, která ukotvuje zařízení. Vláknité a partikulární 
kompozity jsou používány v ortopedických implantátech [1]. 
 
 
2.1.8 Vztah struktura – vlastnosti biologických materiálů  
2.1.8.1 Proteiny 
 
Jsou to polyamidy tvořené postupnou polymerizační reakcí mezi amonnými a 
karboxylovými skupinami aminových kyselin. V závislosti na postranní skupině se drasticky 
mění molekulární struktura. Nejjednodušší postranní skupina je vodík, který vytvoří glycin 
[1]. 
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Kolagen 
 
Je to jeden ze základních strukturních proteinů který má obecnou aminokyselinovou 
sekvenci – Gly – Pro – Hyp – Gly X – (X – může být jiná aminokyselina) uspořádanou 
v trojitou šroubovici X. Má vysoký poměr  prolinu (Pro) a hydroxyprolinu (Hyp). 
 
Elastin 
 
Je jiný strukturní protein nalézaný v relativně velkém množství v elastických tkáních. 
Chemické složení je poněkud odlišné od kolagenu. 
 
Bohaté na kolagen jsou kůže, vazivo (svaly – kosti), pevná tkáň, také oční čočky. Elastické 
tkáně zahrnují „nádoby krve“ (žíly, tepny), svaly. Mechanické vlastnosti elastických tkání 
jsou podobné vlastnostem gumy [1]. 
 
2.1.8.2 Polysacharidy 
 
Jsou polymery jednoduchého cukru. Jsou to vysoce viskózní materiály reagující s proteiny. 
Obsahují kolagen, tvoří glykosaminoglykany nebo proteoglykany, např. kyselina hyaluronová 
a chondroitin [1]. 
 
2.1.8.3 Vztah struktura – vlastnosti v tkáních 
  
Mechanické vlastnosti kostí a zubů 
 
Kost a zub jsou mineralizované tkáně, na které působí: 
• vliv sušení: modul elasticity stoupá, houževnatost, lomová pevnost, deformace 
v blízkosti lomu klesají 
• vliv anizotropie: podélné vlastnosti jsou 1,5 až 2x vyšší, Youngův modul a pevnost 
stoupají v radiálním nebo tangenciálním směru 
• vliv rychlosti zátěže: Youngův modul, Rm, Re stoupají 
• vliv materiálového obsahu: Youngův modul, ohyb, pevnost stoupají, houževnatost 
klesá [1] 
 
2.1.9 Náhrada měkkých tkání I  
 
2.1.9.1 Švy 
 
? absorbovatelné – neabsorbovatelné 
? přírodní (hedvábí, bavlna, střívka) – syntetické (nylon, polyethylen, nerez ocel a 
tantal) [1] 
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2.1.9.2 Požadavky na náhrady: 
• těsná aproximace fyzikální vlastnosti (hlavně ohebnost a textura) 
• nenarušitelné a neměnitelné vlastnosti po implantaci 
• nezpůsobují protireakce tkání 
• nekarcinogenní, netoxické, nealergenní, neimunogenní 
• sterilizovatelné 
• nízká cena [1] 
2.1.9.3 Kožní spojovadla 
 
Mezifáze mezi epidermem a kožním spojovacím zařízením by měla být kompletně uzavřena 
(zapečetěna proti vnikání cizích organismů). Rozhraní mezi dermis a spojovacím zařízením 
by měla zesílit uzavření zapečetění, stejně tak odolávat mechanickému napětí. Sám 
implantovaný materiál by měl vyhovovat požadavkům na implantát pro náhradu měkkých 
tkání [1]. 
 
2.1.9.4 Čelisťové a obličejové implantáty 
 
Mezi ně patří protézy pro rekonstrukci obličejových kůstek, poté základní komponenty 
umělých ušních implantátů. Tekuté přenosové implantáty jsou často žádány v případech 
hydrocefalu, neudržení moči a chronické ušní deformace [1]. 
 
 
2.1.10 Náhrada měkkých tkání II: Implantáty ve styku s krví  
 
• membrány pro umělé orgány (ledviny a srdce / plíce) 
• trubice a katetry pro dopravu krve – krátkodobé 
• implantované umělé orgány 
 
Nejčastěji se setkáváme např. s implantáty srdečních chlopní, srdečními stimulátory a 
membránami umělého ledvinového dialyzátoru [1,2]. 
 
 
2.1.11 Náhrada tvrdých tkání I: Oprava dlouhých kostí  
 
Používané kovové materiály se vyvíjely od vanadových ocelí přes stelit k nerezavějící oceli. 
Patří mezi ně chirurgické dráty, cvočky, šrouby a desky na zlomeniny. 
Šrouby jsou široce používaná zařízení pro fixaci zlomků kostí jedna k druhé nebo při 
spojování s lomovými destičkami [1]. 
 
2.1.12 Náhrady tvrdých tkání II: Klouby a zuby
 
Patří sem různé ortopedické implantáty a náhrady jako jsou kolenní a ramenní kloubní 
náhrady, totální kyčelní implantáty, prstové kloubní náhrady a samozavrtávací zubní 
(kořenové) implantáty. U těchto implantátů je jedním z největších problémů jejich fixace. 
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Fixace může být aktivní mechanická s použitím šroubů, cvočků, drátů a kostního cementu 
nebo pasivní mechanická fixace dovolující relativní pohyb mezi implantátem a povrchem 
tkáně. Biologická fixace dovoluje tkáním růst do mezer pórů nebo texturovaného povrchu 
implantátů. [1] 
 
2.2 Biokompatibilita materiálů 
 
2.2.1 Pojem biokompatibilita 
 
Biokompatibilita  znamená kompatibilitu nebo harmonii materiálu s živými systémy. 
Podle všeobecně platné definice je biokompatibilita schopnost materiálu fungovat v 
biologickém prostředí s takovou odezvou hostitele, která přísluší dané situaci. V některých 
případech se vyžaduje, aby byl materiál vůči biologickému prostředí inertní a tedy, aby 
nevyvolával v hostiteli žádnou odezvu. V jiných případech se naopak od materiálu požaduje, 
aby stimuloval specifickou odpověď zahrnující aktivaci buněk, která by optimalizovala výkon 
biomateriálu. 
Biokompatibilita je vlastnost, která se ověřuje na styku povrchu implantátu a živé tkáně. 
Zóna rozhraní mezi implantátem a okolními tkáněmi je proto nejdůležitějším místem při 
určování biologické reakce na implantát a reakce materiálu implantátu na tělesné prostředí. 
Je to schopnost vzájemné snášenlivosti umělých orgánů s hostitelem. Umělý orgán má 
obnovit nebo napodobit fyziologii přirozeného orgánu [4]. 
 
2.2.2 Základní pojetí biokompatibility 
 
Dříve byla biokompatibilita použitých materiálů ovlivňována velmi často se vyskytující 
infekcí po implantaci a dalších komplikací podobného rázu. Základním středem zájmů byl 
vzájemný vztah mezi implantátem a pacientem, který mohl vyvolat např. korozi či 
opotřebování biomateriálu, nebo naopak zdravotní problémy u pacienta. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 - 20 -
Obrázek 1: Dřívější pojetí biokompatibility u používaných biomateriálů [4] 
 
 
 
 Postupným zkoumáním, vývojem nových metod a především rapidně se zlepšující úrovní 
sterility je pacient zastoupen spíše buňkou a biomateriál v podobě matrix, třetím faktorem je 
signál. Matrix určuje strukturu a vlastnosti tkáně, tvar, průběh syntézy a ovlivňuje či vyvolává  
buněčnou odezvu. Buňka samotná je zodpovědná za typ tkáně a její projevy včetně 
regulačních mechanismů. Signál zprostředkovává produkci buněk a distribuci do tkáně, 
genovou expresi a regeneraci. Každý z uvedených faktorů reaguje s ostatními dvěma: buňky 
jsou ovlivňovány svou matrix a vazbou a též signály. Signály jsou regulovány buněčnou 
aktivitou a spojením s matrix, zatímco struktura matrix může být aktivně remodelována 
buňkami [4]. Za aktuální pohled na biokompatibilitu se tedy nepovažuje samotný vztah mezi 
tělem a biomateriálem, ale spíše studium vzájemného působení ve spojení s lokálními (tkáň), 
systémovými (organismus) i odlehlými (jiné, vzdálené tkáně) důsledky. 
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Obrázek 2: Nový pohled na biokompatibilitu [4] 
 
 
2.2.3 Druhy a mechanismus biokompatibility 
 
2.2.3.1 Druhy biokompatibility: 
 
? látková (agresivita umělého materiálu vůči biologickému a naopak)  
? funkční (vhodné mechanické vlastnosti, tření apod.)  
? tvarová (tvar, velikost) biokompatibilita [5]. 
 
Pro náhrady kostí a kloubů se používají kovové materiály (především korozivzdorné slitiny 
kobaltu, titanu, chromu a niklu schopné vytvářet pasivační vrstvu nebo schopné požadované 
povrchové úpravy), plastické hmoty (např. pro kloubní jamky teflonu či polyetylénu), 
hliníkové a sialonové (na bázi nitridu křemíku) keramické hmoty s vysokou tvrdostí a dobrou 
snášenlivostí živými tkáněmi. Pouze materiály na bázi kolagenu dovolují úplné potlačení 
imunologických reakcí [1,3]. 
 
2.2.3.2 Mechanismus biokompatibility 
 
Biokompatibilita zahrnuje řadu různých mechanizmů a je daná faktory, které charakterizují 
hostitele, materiál i samotný proces. Představuje souhrn mezipovrchových reakcí mezi 
umělým a biologickým materiálem a jejich důsledky, které ovlivňují celkovou výkonnost 
materiálu.  
Tyto reakce a jejich důsledky je možno rozdělit do 4 kategorií: 
• adsorpce proteinů 
• degradace materiálu 
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• lokální odezva hostitelských buněk 
• systematické účinky a účinky na odlehlých místech [5]. 
 
Biokompatibilita příslušného materiálu musí být vyjádřená pro každou specifickou aplikaci 
samostatně, protože silně závisí na podmínkách provedení [4]. 
 
2.2.4 Testování biokompatibility materiálů 
 
Testování biokompatibility je nevyhnutelné pro všechny materiály, které by měly být 
použité v medicínských zařízeních, aby se minimalizovaly potenciální rizika. Testování a 
hodnocení biokompatibility materiálů se skládá z in vitro a in vivo testů. Mělo by též 
zahrnovat testování bezpečnosti materiálu s cílem posoudit rizika pro všeobecné použití 
materiálu a pro možnost nesprávného zavedení zařízení. 
Posouzení biokompatibility daného materiálu vyžaduje také dobrou charakterizaci tohoto 
materiálu. Charakterizace materiálu by měla být provedena v takovém rozsahu, který by 
umožnil pozitivní identifikaci použití materiálu. Na posouzení biokompatibility nestačí jediný 
test, ale je potřebné vykonat řadu různých testů. Výběr testů závisí i na materiálu a jeho 
aplikaci [5]. 
 
2.2.4.1 Jednotlivé kroky testování: 
 
? charakterizace materiálů 
 
Charakterizace materiálů je důležitá v případě použití plastů, které obsahují různé typy a 
různá množství plasticizérů, stabilizérů a plniv, které se mohou při procesu použití z materiálu 
uvolňovat. Jejich přesná identifikace je proto rozhodujícím kritériem pro stanovení 
biokompatibility materiálu. Součástí charakterizace materiálů je i posouzení vlivu sterilizace 
na materiál [6]. 
 
Podle zkoumaných vlastností se testy charakterizace materiálu dělí na: 
a) testy chemických vlastností (na analýzu chemických vlastností materiálu se používá 
IR spektroskopie, extrakční analýzy, LC a GC, a analýzy stanovení stopových 
množství kovů) 
b) testy mechanických vlastností materiálu (testy pevnosti materiálu, ...) 
c) testy na posouzení termických vlastností pomocí difrakční skenovací kalorimetrie a 
termální grafické analýzy [6]. 
 
? in vitro testy 
 
Provádějí se na buňkách a tkáních, které mohou být izolovány z živočichů nebo lidského 
organizmu a které jsou zavedeny a udržovány v podmínkách tkáňové kultury. V těchto 
biologických testech se hodnotí: 
- cytotoxicita  
- proteinové vazby  
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- adheze  
- růst migrace a diferenciace buněk  
- migrace a architektura tkání [6]. 
 
? in vivo testy 
 
Testují biologickou odezvu materiálů v živých organismech s aktivními, plně integrovanými 
systémy, k čemuž využívají vhodné zvířecí modely. Tento způsob testování poskytuje dvojí 
hodnocení založené jednak na získávání klinických dat v průběhu testovací doby a dále 
hodnocení histologických dat z experimentů z tkání odebraných post-mortem. Tak lze  
vyhodnotit komplexní reakci tkání na implantovaný materiál [7]. 
 
 
2.3 Biomateriály na bázi kolagenu a jejich využití 
 
2.3.1 Bílkoviny strukturních a pojivových tkání 
 
Základními jednotkami života jsou buňky. Většina savčích buněk je ve tkáních obklopena 
komplexní extracelulární matrix (ECM), často také označovanou jako pojivová tkáň. Kromě 
toho, že působí jako podpůrné „lešení“ pro buňky, které obklopuje, plní matrix řadu dalších 
důležitých důležitých funkcí. Matrix obsahuje 3 hlavní řady biomolekul: 
• strukturní bílkoviny (kolagen a elastin) 
• specializované bílkoviny (fibrilin, fibronektin a laminin, které mají v ECM 
specifické funkce)  
• proteoglykany, sestavující se z glykosaminoglykanů připojených na bílkovinné 
jádro [8] 
 
2.3.2 Kolagen 
 
Kolagen, který hlavní složkou většiny pojivových tkání, představuje zhruba 25 % všech 
bílkovin v organismu savců a je nejrozšířenější bílkovinou v živočišném světě. Je základním 
stavebním materiálem pojivových a vazivových tkání, je hlavní organickou složkou kůže, 
chrupavek, kostí, oční rohovky, cévních stěn, šlach a zubů. Tvoří 25 – 30 % všech bílkovin v 
těle savců. Částečnou hydrolysou se mění v rozpustnou želatinu, snadno tvořící gely. Tvoří 
extracelulární nosnou kostru všech metazoí a je přítomen ve všech živočišných buňkách. Ve 
tkáních savců bylo identifikováno více než 12 různých typů kolagenu. Některé z nich jsou 
přítomny pouze v malém množství, ale mohou mít důležitou úlohu při zajišťování fyzikálních 
vlastností tkáně [8]. 
Základní stavební jednotkou kolagenu je tropokolagen, je složen ze 3 polypeptidových 
řetězců, z nich každý sestává asi z 1000 aminokyselinových zbytků. 
Všechny typy kolagenu mají strukturu trojité šroubovice. Každá polypeptidová 
podjednotka čili alfa řetězec je stočena do levotočivé spirály: na jeden závit řetězce připadají 
tři aminokyseliny. Tři alfa řetězce jsou vzájemně stočeny do pravotočivé superšroubovice, 
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která vytváří tyčinkovitou molekulu o průměru 1,4 nm a dlouhou zhruba 300 nm. Nápadnou 
vlastností kolagenu je přítomnost glycinu na každé třetí pozici v trojšroubovicové části alfa 
řetězce. Tato primární struktura je nezbytná, protože glycin je jedinou aminokyselinou 
uprostřed centrálního jádra trojité šroubovice. Opakující se struktura, představovaná sekvencí 
(Gly – X – Y)n, je absolutním požadavkem pro vznik trojité šroubovice. X a Y mohou být 
libovolná jiná aminokyselina, ale zhruba 100 aminokyselin v pozici X představuje prolin a 
zhruba 100 aminokyselin v pozici Y představuje hydroxyprolin [8,9]. 
Kolagen tvoří více než čtvrtinu všech savčích bílkovin a lze na něm názorně předvést 
rozmanitost vztahů mezi strukturou a funkcí, které charakterizují vláknité bílkoviny. Zatímco 
kolagen šlach tvoří vysoce asymetrické struktury s velkou pevností v tahu, kolagen kůže tvoří 
jen volně spojená ohebná vlákna. Tvrdé oblasti kostí a zubů se skládají z kolagenu, který 
obsahuje polymer fosforečnanu vápenatého (hydroxyapatitu), zatímco kolagen rohovky oka je 
tak pravidelně uspořádaný, že je téměř krystalický a je průhledný. 
Bohaté na kolagen jsou kůže, vazivo (svaly – kosti), pevná tkáň, také oční čočky. Elastické 
tkáně zahrnují „nádoby krve“ (žíly, tepny), svaly. Mechanické vlastnosti elastických tkání 
jsou podobné vlastnostem gumy [8,9]. 
 
 
Obrázek 3: Hlavní rysy struktury kolagenu [8] 
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Obrázek 4: (a) Schématická kresba vaziva s kolagenními vlákny a (b) uspořádání kolagenního 
vlákna; (c) rovnoběžné, stupňovité uspořádání molekul kolagenu tvořící kolagenní fibrilu, (d) 
detail molekuly kolagenu [9] 
 
 
 
Kolagen všeobecně vytváří bílé, neprůhledné vláknité útvary, které jsou obaleny různým 
množstvím dalších bílkovin v závislosti na druhu tkáně. V lidském těle je produkován 
různými typy buněk. Tato produkce ale s přibývajícím věkem postupně klesá. Kolagen se 
obnovuje v organizmu 3 x do roka, avšak pouze do věku cca 26-30 let. Pak nastává postupný 
útlum jeho produkce v „mikrotovárnách“ na kolagen – ve fibroblastech. Kolagen je 
zodpovědný za pružnost, pevnost a správné navlhčení kůže. Následkem stárnutí nastává 
deficit kolagenu, což je např. příčinou tvorby vrásek, vysychání pokožky, padání vlasů, 
lomivosti nehtů, zvýšeného pocení, zhoršení zraku [10]. 
Náš organizmus umí s množstvím kolagenu v těle hospodařit tak, aby při poklesu produkce 
nedocházelo k ohrožení základních funkcí. Přesto bychom neměli podceňovat varovné 
signály, které nám tělo při jeho nedostatku dává– zhoršená kvalita pokožky, tvorba vrásek, 
vypadávání vlasů, lámavost nehtů, bolesti a loupání v zádech a kloubech [10]. 
2.3.3. Aplikace kolagenních materiálů  
V současné době má kolagen široké využití ve famaceutickém průmyslu jako aplikační 
forma léků a dále v řadě medicínských aplikací jako je plastická chirurgie, čelistní a zubní 
chirurgie, popáleninová medicína apod. Kolagen se využívá rovněž v kosmetické chirurgii - 
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korekce vrásek na čele, rtech, kolem očí a ústních koutků, defektů po akné, defektů po 
plastikách nosu, kožních štěpech nebo jiných chirurgicky způsobených nepravidelnostech 
[10]. 
Převážná většina kolagenu se v současné době získává ze zvířecích tkání. Ročně se 
v medicínských aplikacích využívá kolem 50 tisíc tun kolagenu a želatiny [11], zejména jako 
implantáty, hemostatika, povlaky na umělé orgány a cévy a stabilizátory tkání. Hlavními 
problémy spojenými s izolací kolagenu ze zvířecích tkání je biokompatibilita výsledného 
materiálu, dále potenciální schopnost kolagenu a želatiny přenášet patogenní vektory typu 
prionů  a rovněž homogenita finálního produktu [12,13]. Otázkou zůstává, do jaké míry lze 
živočišný kolagenní produkt pomocí stávajících technik charakterizovat tak, aby mohl být 
považován za dostatečně bezpečný a jasně popsaný. Z výše uvedených důvodů jsou 
studovány i alternativní zdroje kolagenu na jiné než živočišné bázi.  
V několika pracích byla testována možnost produkce rekombinantního kolagenu 
v kvasinkových expresních systémech [11]. Podařilo se získat preparát typu humánního 
kolagenu C I i C III, který má strukturu i vlastnosti srovnatelné s komerčními preparáty 
připravenými z hovězích šlach (obr. 5 - 7). Tento kolagen byl použit k přípravě fólií (obr. 6) i 
k potažení vnitřního povrchu umělých cév (obr. 7). 
 
 
 
Obrázek 5: Mikroskopický snímek (SEM – skenovací elektronová mikroskopie)  
rekombinantního humánního kolagenu I (RhC I) a komerčního preparátu kolagenu z hovězích 
šlach (Instat, Ethicon, Johnson and Johnson) [11] 
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Obrázek 6: Kolagenová membrána [11] 
 
 
Hlavním problémem při získávání alternativních zdrojů kolagenu potenciálně 
aplikovatelných v humánní medicíně je skutečnost, že v lidském organismu bylo na základě 
sekvence DNA nebo proteinů identifikováno až 25 různých typů kolagenu. Zásadním 
rozdílem u jednotlivých typů kolagenních molekul je kromě významné tkáňové specifity a 
relativně složité biosyntézy zejména typ a míra posttranslačních modifikací. Právě 
posttranslační úpravy představují největší problém při produkci kolagenu v heterologních 
expresních systémech, poněvadž tyto mechanismy se u různých typů organismů mohou 
významně lišit. Hlavní pozornost je prozatím věnována produkci čistého rekombinantního 
kolagenu I (pojivové tkáně, kůže) a kolagenu III (hlavní složka cév), případně kolagenu II 
(chrupavky) [11].  
Kolageny podléhají posttranslačním modifikacím nejen ihned po proeosyntéze, ale i 
po transportu z buňky do extracelulární matrix. Fibrilární proteiny jsou zesítěny o vysokého 
stupně  intra- i inetrmolakulárně,  přičmž tento proces pokračuje v průběhu celé  doby 
životnosti molekuly v pojivové tkáni. Množství příčných vazeb v molekule kolagenu je tedy 
ovlivněno kromě jiného věkem a fyziologickým stavem tkáně, v níž se vyskytuje a z níž je 
případně izolován. Tyto strukturní charakteristiky pak mohou významně ovlivnit 
extrahovatelnost kolagenu z tkáně a jeho biofyzikální vlastnosti, takže jednotlivé preparáty 
kolagenu jsou vždy poněkud odlišné a je velmi obtížné je analyticky charakterizovat [11,13]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 - 28 -
Obrázek 7: Adheze endotheliálních buněk (kultura HUVEC) na umělé cévy z materiálu 
Dacron – kontrola (bez kolagenu),  materiál potažený hovězím kolagenem C I a materiál 
potažený humánním rekombinantním kolagenem C III [11] 
 
Kolagenní materiály živočišného původu mohou také vyvolávat imunitní odezvu, i 
když struktura kolagenu je mezidruhově vysoce konzervována. Homologie aminokyselinové 
sekvence mezi lidským a bovinním kolagenem je 98% pro α1 a 93% pro α2 řetězec. Každý 
materiál musí být proto detailně testován před případnou aplikací do organismu. 
 
Hlavní typy kolagenních preparátů pro farmaceutické a medicínské aplikace: 
a) kolagenové porézní matrice 
Největší množství komerčně vyráběných kolgenových matric je živočišného původu, 
kolagen se izoluje z hovězích, prasečích a koňských tkání. Tkáně jsou podrobeny 
enzymatickému a chemickému působení, aby bylo dostraněno co nejvyšší množství ostatních 
proeinů nekolagenního typu. Nerozpustný kolagen je pak rozsuspendován obvykle ve zředěné 
kyselině a lyofilizován (obr. 5). Pro zlepšení mechnických vlastnotí preparátů je často 
zařazováno i chemické zesítění pomocí glutaraldehydu, případně tepelná dehydratace. Tyto 
typy materiálů jsou primárně používány jako hemostatika [11,13]. 
b) kolagenové membrány 
Kolagenové membrány jsou používány pro krytí ran, regeneraci a mechanickou 
podporu měkkých tkání, ve tkáňovém inženýrství, v zubní chirurgii apod (obr.6). Rovněž tyto 
preparáty jsou vyráběny z živočišných tkání. 
c) cévní transplantáty 
Intraarteriální cévní implantáty jsou široce využívány k terapii koronárních 
onemocnění. Implantáty potažené kolagenem mohou být využity kromě mechanické funkce 
též jako lokální aplikační forma léčiva, jako vektory pro genový transfer, k redukci 
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pooperačních zrát krve, k ovlivnění růstu endotheliálních buněk (obr.7). Často jsou kolagenní 
materiály používány jako povlak syntetických cévních náhrad [11]. 
2.3.4 Odolnost kolagenových materiálů 
 
Pojmem kolagenové materiály jsou označovány materiály, jejichž chemická struktura je z 
více než 90 % tvořena vláknitou bílkovinou kolagenem. U těchto materiálů sledujeme 
vlastnosti, které se mění v průběhu stárnutí, působením fyzikálních i chemických faktorů [14].  
 
2.3.3.1 Vliv teploty 
 
   Kombinovaným vlivem teploty a vody dochází k tomu, že se uspořádaná struktura kolagenu 
mění na neuspořádanou. Dochází k uvolnění vodíkových můstků mezi jednotlivými řetězci v 
trojšroubovici kolagenu a molekuly kolagenu se smršťují přibližně na 1/3 své původní délky. 
Teplota smrštění je makroskopickým projevem denaturace a poskytuje tak základní představu 
o stupni poškození. Stárnutím kolagenových materiálů dochází ke snižování jejich teplot 
smrštění [14]. 
 
2.3.3.2 Koherence vláken 
 
   Stupeň koherence kolagenových vláken je také mírou degradace kolagenové struktury. 
Jedná se o subjektivní posouzení stavu, které požaduje jistou zkušenost. Tyto kolageny mají 
nízkou hydrotermální stabilitu a při jejich styku s vodou nebo vodní párou může dojít k jejich 
nevratnému smrštění nebo želatinování [14]. 
 
2.3.3.3 Hodnota pH
 
  Nízké hodnoty pH ukazují na přítomnost volných kyselin ve struktuře kolagenového 
materiálu a tedy na hydrolytický mechanismus poškození kolagenu. Hodnoty pH 
kolagenových materiálů kolem hodnoty 3 a nižší vypovídají již o silném poškození. Takto 
poškozené materiály souběžně vykazují rovněž velmi nízké teploty smrštění [14].  
 
2.4. Vybrané metody stanovení koncentrace proteinů  
 
2.4.1 Struktura proteinů 
 
Proteiny neboli bílkoviny vznikají polykondenzací aminokyselin. Aminokyseliny se 
v proteinech spojují navzájem peptidovými vazbami. Základem, páteří proteinové molekuly je 
tedy polypeptidový řetězec, který má na jednom konci skupinu – NH2, která tvoří tzv. N – 
konec polypeptidu a na druhém skupinu – COOH tvořící jeho C – konec. [9] 
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Obrázek 8: Polypeptidový řetězec [9] 
 
 
2.4.2 Stanovení celkových proteinů 
 
Hlavní rysy společně všem bílkovinám zahrnují omezení možných konformací vyplývající 
z kovalentních a nekovalentních vazeb a uspořádání jejich struktury. Pro všechny bílkoviny 
jsou rovněž společné fyzikálně – chemické metody používané k určování jejich struktury. 
Specifické bílkoviny mají unikátní strukturu a vlastnosti, které jim umožňují zastávat 
specifické biologické funkce.[8]   
Pro kvantifikaci celkových proteinů existuje celá řada metod. Základním problémem je 
výběr nejvhodnější metody pro daný případ. Vhodnou strategií je kombinovat dvě metody 
založené na různých chemických principech, jako např. měření absorbance při 280 nm a 
tvorbu měďnatých komplexů. [15] 
  
Metody stanovení celkových proteinů: 
1. Metody založené na interakci proteinů s ionty mědi 
a) Biuretová metoda 
b) Hartree – Lowryho metoda 
c) Bicinchoninová metoda 
2. Ninhydrinová metoda po kyselé hydrolýze proteinů 
3. Stanovení z UV spektra 
4. Metoda Bradfordové s vazbou barviva Coomassie modř na proteiny 
5. Stanovení celkových proteinů ze sušiny 
6. Stanovení bílkovin Kjeldahlovou metodou [15] 
 
Detekční limity jednotlivých metod [12]:
 
Metoda           Množství vzorku    Detekční limit (g/l) 
 
Biuretová metoda         1 ml               1 – 10 
Hartree – Lowryho metoda        1 ml               0,1 – 0,6 
Bicinchoniová metoda        0,1 ml               0,2 – 1,0 
Ninhydrin po hydrolýze        1 ml               0,02 – 0,05 
UV absorpce          1 ml               0,03 – 0,3 
Bradfordové metoda         0,1 – 0,2 ml              0,06 – 0,3 
Sušina           0,5 – 10 ml              2 - 10 
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2.4.2.1 Biuretová metoda 
 
Biuretová metoda je založena na tvorbě fialově zbarvených chelátů mědi s bílkovinou. 
Různé bílkoviny dávají tuto reakci se stejnou intenzitou. Při stanovení neruší amonné soli. 
Zbarvení však musí být standardizováno buď na čistou bílkovinu, nebo se musí množství 
bílkoviny stanovit jinou metodou. 
Metoda je založena na chelataci měďnatého iontu imidovými strukturami polypeptidu 
ionizovanými v silně alkalickém prostředí za vzniku červeného komplexu. Je pojmenována 
podle sloučeniny biuretu, vznikajícího tavením močoviny za odštěpení amoniaku, která je 
modelem dvou peptidových vazeb a vytváří za těchto podmínek barevný komplex s mědí. Se 
stanovením interferuje glukóza a jiné měď redukující látky, jako např. proteiny bohaté na 
sulfhydrylové skupiny (keratin). Taktéž interferují vysoké koncentrace amonných solí a 
některé fosfáty užívané při purifikaci proteinů. Biuretová metoda je vhodná pro vzorky 
obsahující 1 až 10 mg proteinu v ml, které se ředí zhruba 5 – krát přidáním činidla na 
konečnou koncentraci 0,2 až 2 mg proteinu na ml. Většina proteinů poskytuje tmavě červené 
zbarvení s maximem absorbance (λmax) při 550 nm. [15,16] 
 
2.4.2.2 Hartree – Lowryho metoda 
 
Původní Lowryho metoda z roku 1951 patří k nejcitovanějším pracem v biochemii. 
Stanovení je kolorimetrické, založené na dvousložkovém činidle. První složkou je buiretové 
činidlo, druhou složkou je Folin–Ciocaltauovo činidlo a fenoly. Jsou to polykyseliny 
fosfomolybdenové a fosfowolframové, které se redukují tyrozinovými zbytky proteinů a barví 
se modře. Metoda byla mnohokrát upravena. Jednu z nejpoužívnějších modifikací vypracoval 
Hartree v roce 1972. Verze využívá tři činidla, z nichž první dvě jsou pro biuretové stanovení, 
namísto původních pěti činidel. Dochází k tvorbě daleko intenzivnějšího zbarvení (zvýšená 
citlivost) a stanovení je lineární v širším rozsahu koncentrací. [15,16] 
 
2.4.2.3 Stanovení proteinů měřením absorbance v UV oblasti 
 
Proteiny obsahující postranní aromatické řetězce fenylalaninu,, tyrosinu a tryptofanu, které 
absorbují světlo v UV oblasti spektra při 275 až 280 nm. Při vhodném naředění proteinového 
vzorku je možné takto stanovit celkové proteiny z UV absorbance za použití kyvet 
z křemenného skla. Metoda je vhodná pro přímé stanovení koncentrace proteinů zejména ve 
zředěných roztocích.  
Většina bílkovin vykazuje při 280 nm absorpci v důsledku přítomnosti aromatických 
aminokyselin. Poněvadž obsah těchto složek kolísá u různých bílkovin jen ve velmi úzkém 
rozmezí, lze z naměřené absorbance určit koncentraci celkové bílkoviny. Rušivý vliv 
nukleových kyselin, které absorbují mnohem silněji při 260 nm než při 280 nm, lze do značné 
míry eliminovat zavedením korekčních faktorů. Novější metoda stanovení bílkovin využívá 
zjištění, že při 235 nm se uplatňuje příspěvek absorpce peptidické vazby. Kromě toho 
absorpce nukleových kyselin při 235 a 280 nm je prakticky stejná a není tudíž nutné provádět 
korekci. [15] 
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2.4.3 Stanovení primárních aminoskupin  
 
2.4.3.1 Aminokyseliny 
 
Aminokyseliny jsou známy především jako stavební kameny proteinů, vyskytují se však 
v buňce v malém množství i volně. Tvoří i řadu biologicky významných derivátů [9].  
 
Obrázek 9:  Základní tvar a obojetný ion aminokyselin [9] 
 
 
 
V proteinech se vyskytují výhradně α–aminokyseliny, jejichž aminoskupina je na uhlíku 
bezprostředně sousedícím s karboxylem. V neutrálním prostředí jsou aminokyseliny přítomny 
výhradně ve formě obojetných ionů – nesou kladný i záporný náboj. Postranní řetězec R, 
kterým se jednotlivé aminokyseliny navzájem liší, může být polární i nepolární. Tyto jejich 
vlastnosti se významně uplatňují ve struktuře proteinů. [9] 
 
 
Obrázek10:  Příklady některých aminokyselin [9] 
 
 
 
 
2.4.3.2 Ninhydrinová metoda 
 
Oxidačněredukční reakcí ninhydrinu (2,2-dihydroxy-1,3-indandion) s volnými amino- a 
iminoskupinami vznikují barevné produkty. Reakcí s primárními aminoskupinami vzniká  
modrofialový komplex,  který se nazývá Ruhemanova violeť (λmax = 570 nm). Reakcí 
s iminoskupinami, např. u prolinu (Pro) a jeho derivátů, se tvoří žlutý komplex (λmax = 440 
nm). 
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V peptidech a proteinech, kde jsou aminokyseliny vázány peptidovou vazbou, reaguje 
pouze volná ε-aminoskupina lysinu (Lys). Pro zvýšení citlivosti reakce se přidává do reakční 
směsi částečně redukovaný ninhydrin zvaný hydrindantin, který reaguje s reakcí uvolněným 
amoniakem za výrazného prohloubení zbarvení. [16] 
 
2.4.3.3 Metoda TNBS  
 
Tato metoda spočívá ve stanovení ε–aminoskupin v rozpustných a méně rozpustných 
proteinových materiálech spektrofotometrickou metodou s použitím kyseliny 2,4,6 – 
trinitrobenzensulfonové (TNBSA). Je velmi citlivá na pH a vyžaduje dostatečně dlouhý 
reakční čas. 
TNBSA je používána jako UV chromofor při různých postupech pro stanovení primárních 
aminoskupin (dominantní reakce s primárními aminoskupinami) v peptidech, proteinech a 
potravinách.  V alkalickém pH reaguje TNBS s terminálními α-aminoskupinami a stejně tak i 
s ε-aminoskupinami lysinu uvnitř řetězce. Vlivem kyselé extrakce v prostředí etheru není 
TNP-α-aminoskupina  ionizována a je oddělena z vodné fáze. Tento proces umožňuje 
specifické stanovení ε-aminoskupin [17]. 
 
2.4.4 Sledování proteolýzy 
 
Proteolýzou rozumíme rozklad bílkovinné struktury (substrátu) způsobený obvykle 
enzymovou hydrolýzou (působením např. trypsinu, papainu, pepsinu). Při reakci dochází 
působením proteáz a peptidáz ke štěpení peptidových vazeb na peptidy a aminokyseliny [9]. 
 
Obrázek 11:  Peptidová vazba (na bílém pozadí) [9] 
 
 
 
Celý proces proteolýzy začíná tím, že proteinová molekula určená k degradaci se 
kovalentně sváže s malým proteinovým kofaktorem. Karboxylový konec molekuly kofaktoru 
se přitom aktivuje působením enzymu konverzí na thiolový ester. Tato konjugace se opakuje, 
až nakonec je na proteinový substrát navázán komplex alespoň pěti molekul kofaktoru [18]. 
Aktivovaná molekula proteinového substrátu, která má být degradována, se ve vnějším 
prstenci uvede do rozvinutého lineárního stavu a pak je odtransportována do centrální dutiny, 
kde se uplatní proteolytický účinek jednotlivých podjednotek obou vnitřních prstenců. Protein 
je postupně štěpen na peptidy obsahující asi 10 až 12 aminokyselin, a ty jsou pak úplně 
rozštěpeny účinkem cytosolových exopeptidáz. Výstupní peptidy mohou být v některých 
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situacích a v některých typech buněk využity i jako epitopy pro navození imunitní odpovědi, 
což se týká např. virů [18].  
Proteinázy patří do široké skupiny hydroláz a dělí se na čtyři skupiny podle charakteristické 
funkční skupiny jejich aktivního centra (které zprostředkovává vlastní štěpící reakci). Jde o 
proteinázy serinové (např. pankreatické enzymy trypsin, chymotrypsin, hemokoagulační 
faktory, složky komplementu), cysteinové (většina lyzosomových proteináz), 
metaloproteinázy (např. kolagenázy, enzym konvertující angiotenzin) a kyselé proteinázy 
(např. renin, proteináza HIV). Každá z proteináz se vyznačuje specifičností a jejich soubor se 
uplatňuje jako dobře koordinovaný funkční celek [18]. 
Ke sledování proteolýzy jsou obvykle využívány metody zavedené ke stanovení 
koncentrace bílkovin nebo aminokyselinového složení. Postupnou degradací bílkovinného 
substrátu dochází k úbytku počtu peptidových vazeb a k přírůstku aminoskupin. Změny 
množství peptidových vazeb lze orientačně detekovat pomocí biurtové metody, zatímco 
přírůstek volných aminoskupin je možné sledovat pomocí ninhydrinové metody nebo metody 
s kyselinou trinitrobenzensulfonovou. 
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3. CÍLE PRÁCE 
 
Cílem práce je optimalizace metod pro sledování proteolýzy vybraných typů 
modifikovaných bílkovinných materiálů. Součástí práce je zpracování rešerše o 
biomateriálech používaných v biomedicínských aplikacích a diskuse problematiky toxicity a 
snášenlivosti těchto materiálů – biokompatibility. 
 
Za účelem splnění uvedených cílů budou v rámci bakalářské práce řešeny následující dílčí 
úlohy: 
 
• Rešerše – biomateriály používané v medicínských aplikacích 
 
• Biokompatibilita materiálů 
 
• Odolnost biomateriálů na bázi kolagenu v savčím organismu 
 
• Vybrané testy stability biomateriálů v modelových tělních tekutinách – praktická 
část 
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4. EXPERIMENTÁLÍ ČÁST 
4.1 Materiál 
4.1.1 Přístroje a zařízení 
 
Analytické váhy, Boeco (SRN) 
Spektrofotometr UV – VIS, Helios α, Unicam (UK) 
Spektrofotometr VIS, Helios δ, Unicam (UK) 
Ultraconic compact cleaner, Powersonic Vráble (SR) 
Vodní lázeň Kavalier EL – 20D (ČR) 
 
4.1.2 Materiál 
 
4.1.2.1 Biologický materiál 
 
Jako výchozí materiál pro výběr a optimalizaci metod byl použit hovězí sérový albumin 
(Serva, SRN) a kolagen z hovězích šlach (Sigma, SRN). 
Pro aplikaci metod proteolýzy byl použit rovněž modifikovaný kolagenový materiál 
připravený na ÚCHM FCH VUT v Brně. 
 
4.1.2.2 Chemikálie 
 
DL – Lysin (Sigma, SRN) 
DL – Prolin (Sigma, SRN) 
Ethanol (Sigma, SRN) 
Hydrát chloridu měďnatého (Lachema, ČR) 
Hydrogenuhličitan sodný (Penta, ČR) 
Hydroxid sodný (Lachema, ČR) 
Chlorid sodný (Lachema, ČR) 
Kolagenáza z bakerie Clostridium histolyticum (Collagenase lyophilized, Sigma, SRN) 
Kyselina chlorovodíková (Lachema, ČR) 
L – Cystein (Lachema, ČR) 
L – Isoleucin (Serva, SRN) 
Pentahydrát síranu měďnatého (Lachema, ČR) 
Kolagen rozpustný, standard (Collagen R solution 0.2 %, Serva, SRN) 
Hovězí sérový albumin (Bovine fraction albumin, Sigma, SRN) 
Kolagen (Collagen type I, Sigma, SRN) 
SDS - dodecylsíran sodný (Serva, SRN) 
TNBSA – 2,4,6 – trinitrobenzensulfonová kyselina (Sigma, SRN) 
Trypsin (Sigma, SRN) 
Vinan sodno – draselný (Lachema, ČR) 
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4.2 Metody 
 
4.2.1 Biuretová metoda 
 
4.2.1.1 Optimalizace metody s využitím standardního roztoku albuminu 
 
Do jednotlivých zkumavek bylo odměřeno 0,1 – 1,0 ml bílkovinného standardu – albuminu 
(3 mg/ml) a doplněno fyziologickým roztokem na 3 ml. Do další zkumavky, která sloužila 
jako blank, bylo odměřeno 3 ml fyziologického roztoku. Ke všem zkumavkám bylo přidáno 
0,3 ml biuretového činidla a po 20 – 30 minutách inkubace při laboratorní teplotě byla 
změřena absorbance v 1 cm kyvetách při 550 nm proti slepému vzorku. 
 
4.2.1.2 Optimalizace s využitím standardu kolagenu 
 
Do jednotlivých zkumavek bylo odváženo 1, 3 a 5 mg kolagenu (Collagen type I, Sigma) a 
přidáno 3 ml fyziologického roztoku. Do další zkumavky, která sloužila jako blank, bylo 
odměřeno 3 ml fyziologického roztoku. Ke všem zkumavkám bylo přidáno 0,3 ml 
biuretového činidla a po 20 – 30 minutách inkubace při laboratorní teplotě byla změřena 
absorbance v 1 cm kyvetách při 550 nm proti slepému vzorku. 
 
 
4.2.2 Hartree – Lowryho metoda 
 
4.2.2.1 Standardní roztok albuminu 
 
Byly naředěny kalibrační standardy albuminu (c = 0,3 mg/ml) ve fyziologickém roztoku, 
koncentrace v rozmezí 0,6 – 150 μg/ml.  
K 1 ml vzorku obsahujícího protein bylo přidáno 0,9 ml Hartree – Lowryho činidla A. Poté 
bylo inkubováno 10 minut ve vodní lázni vyhřáté na 50°C. 
Po ochlazení na laboratorní teplotu bylo do každé zkumavky přidáno 0,1 ml činidla B, 
protřepáno a inkubováno 10 minut při laboratorní teplotě. Poté bylo do každé zkumavky 
rychle přidáno 3 ml činidla C a zamícháno. Inkubováno 10 minut ve vodní lázni vyhřáté na 
50°C. Po skončení inkubace byly zkumavky ochlazeny na laboratorní teplotu a změřena 
absorbance při 650 nm v 1 cm kyvetách proti referenčnímu vzorku (1 ml fyziologického 
roztoku + činidla). 
 
4.2.2.2 Kolagenový standard 
 
Do jednotlivých zkumavek bylo naváženo 0,5, 1,0 a 1,5 mg kolagenu (Collagen type I, 
Sigma) a přidán 1 ml fyziologického roztoku. Další postup byl proveden stejně jako v případě 
standardního roztoku albuminu (kap. 4.2.2.1). 
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4.2.3 Stanovení proteinů měřením absorbance v UV oblasti 
 
4.2.3.1 Standardní roztok albuminu 
 
Do 1 cm křemenné kyvety byl převeden vhodně naředěný roztok bílkoviny a změřena 
absorbance při 235 a 280 nm oproti fyziologickému roztoku. Koncentrace bílkovin byla 
vypočítána ze závislosti absorbance při 280 nm na koncentraci albuminu. 
 
 
4.2.4 Stanovení primárních aminoskupin 
 
4.2.4.1 Ninhydrinová metoda 
 
K 1 ml vzorku bylo přidáno 0,3 ml roztoku ninhydrinu a povařeno. Vzniklo červenofialové 
zbarvení a byla změřena absorbance v 1 cm kyvetách proti slepému vzorku (1 ml 
fyziologického roztoku) při 570 nm. Z důvodu intenzivního zbarvení výsledných vzorků byly 
roztoky pro měření 10 – krát zředěny. 
 
4.2.4.2 Metoda TNBS 
 
Byly připraveny koncentrační řady aminokyselin a přidáno 0,25 ml 0,01% roztoku TNBSA. 
Připravené vzorky byly ponechány k inkubaci při 37°C po dobu 2 hodin. Po uplynutí 
inkubační doby bylo k roztokům přidáno 0,25 ml 10% SDS a 0,125 ml 1 M HCl. U takto 
připravených vzorků byla změřena absorbance v mikrokyvetách při 335 nm proti pufru. 
 
 
4.2.5 Sledování proteolýzy 
 
Tři různé vzorky  kolagenu o stejné koncentraci (c = 3 mg/ml):  
1) nerozpustný standard (Collagen type I, Sigma) 
2) rozpustný standard kolagenu (Collagen R solution  
0.2  %, Serva) 
                           3) modifikovaný kolagen připravený na ÚCHM 
byly podrobeny proteolytickému štěpení enzymem kolagenázou v poměru substrát : enzym 
a) 1 : 1 
b) 1 : 0,1 
c) 1 : 0,01. 
 
Proteolýza probíhala vždy po dobu 2 hodin ve vodní lázni vyhřáté na 37°C. Vzorky pro 
měření byly odebrány ihned po smíchání enzymu a substrátu a po 2 hodinové inkubaci. U 
obou odběrů byl změřen úbytek peptidových vazeb biuretovou metodou a přírůstek 
aminoskupin metodou TNBSA podle předchozích postupů. 
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5. VÝSLEDKY 
5.1 Stanovení celkových proteinů 
 
 Vybrané metody běžně používané pro stanovení celkových proteinů byly v předložené 
práci optimalizovány pro použití ke sledování proteolýzy kolagenních materiálů. V první fázi 
práce byly metody optimalizovány s ohledem na koncentraci proteinů(či cílových skupin) ve 
vzorku. K optimalizaci byly použity dva typy standardních proteinů – hovězí sérový albumin 
jako zástupce rozpustných proteinů a kolagen (specifikace) jako zástupce nerozpustných 
strukturních proteinů. 
 
5.1.1 Biuretová metoda 
 
Tato metoda se využívá ke stanovení proteinů prostřednictvím detekce peptidových vazeb a 
v práci byla testována její citlivost na různé typy proteinů. Postupem uvedeným v kap. 4.2.1 
byly testovány výše uvedené dva bílkovinné standardy- albumin a kolagen. Nejprve byla 
sestrojena kalibrační závislost absorbance na koncentraci standardních roztoků o známé 
koncentraci. Následně byla tato kalibraní závislost použita ke zpětnému ověření koncentrace 
ve standardních roztocích. Naměřené a následně výpočtem ověřené hodnoty jsou uvedeny 
v tabulkách č.2 a č.3. Kalibrační závislost absorbance na koncentraci proteinu je uvedena 
v grafech č.1 a č.2.  
Z výsledků je patrné, že biuretová metoda není příliš citlivá v oblasti nižší koncentrace 
bílkovin. Je vhodná pro vzorky obsahující 1 až 10 mg proteinu / ml. Pro rozmezí koncentrací 
0,3 – 3,0 mg/ml se odchylky vypočtených hodnot od předpokládané koncentrace kalibračních 
roztoků  lišily v rozmezí 3,2 – 3,6 % pro albumin a 2,4 – 28,8 % pro kolagen. 
 
 
Tabulka 2: Naměřené a vypočítané hodnoty při stanovení koncentrace proteinů Biuretovou 
metodou (albumin) 
Zkumavka Vstandard (ml) 
Vfyz. roztok 
(ml) 
Včinidlo 
(ml) c (mg/ml) 
Absorbance 
λ = 550 nm 
Obsah 
proteinů 
(mg/ml) 
1 0,1 2,9 0,3 0,3 0,013 0,310 
2 0,2 2,8 0,3 0,6 0,029 0,546 
3 0,3 2,7 0,3 0,9 0,047 0,822 
4 0,4 2,6 0,3 1,2 0,069 1,161 
5 0,5 2,5 0,3 1,5 0,089 1,465 
6 0,6 2,4 0,3 1,8 0,113 1,830 
7 0,7 2,3 0,3 2,1 0,128 2,053 
8 0,8 2,2 0,3 2,4 0,154 2,448 
9 0,9 2,1 0,3 2,7 0,177 2,802 
10 1,0 2,0 0,3 3,0 0,187 2,954 
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Tabulka 3: Naměřené a vypočítané hodnoty při stanovení koncentrace proteinů Biuretovou 
metodou (kolagen) 
Zkumavka 
Navážka 
kolagenu 
(mg) 
Vfyz. roztok 
(ml) Včinidlo (ml) 
Absorbance 
λ = 550 nm 
Obsah 
proteinů 
(mg/ml) 
1 1 3 0,3 0,105 1,288 
2 3 3 0,3 0,212 2,712 
3 5 3 0,3 0,393 5,119 
 
Graf 1: Kalibrační závislost pro stanovení koncentrace bílkovin Biuretovou metodou 
(Albumin) 
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Graf 2: Kalibrační závislost pro stanovení koncentrace bílkovin biuretovou metodou 
(kolagen) 
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5.1.2 Hartree – Lowryho metoda 
 
Tato metoda byla použita zejména jako srovnávací k ověření koncentrace bílkovin ve 
zředěnějších roztocích. Postupem popsaným v kap. 4.2.2 byly testovány bílkovinné standardy. 
Naměřené a vypočítané hodnoty jsou uvedeny v tabulkách č.4 a č.5. Kalibrační závislost 
absorbance na koncentraci proteinů je uvedena v grafech č.3 a č.4. 
Hartree – Lowryho metoda je vhodná pro zředěné roztoky, její citlivost se pohybuje 
v rozmezí 0,1 – 0,6 mg na ml vzorku [růžová] . V našem případě se odchylky vypočtených 
hodnot od předpokládané koncentrace kalibračních roztoků  lišily v rozmezí 0 – 5,6 % pro 
albumin a 3,9 – 17,2 % pro kolagen. Výsledky mohou být významně ovlivněny přesností 
přípravy použitých roztoků a činidel. 
 
 
Tabulka 4: Naměřené a vypočítané hodnoty při stanovení koncentrace proteinů  
Hartree – Lowryho metodou (Albumin) 
Zkumavka Vstandard (ml) 
Vfyz. roztok 
(ml) c (mg/ml) 
Absorbance 
λ = 650 nm 
Obsah proteinů 
(mg/ml) 
1 0,5 0,5 0,15 0,856 0,142 
2 0,4 0,6 0,12 0,730 0,120 
3 0,3 0,7 0,09 0,591 0,096 
4 0,2 0,8 0,06 0,428 0,068 
5 0,1 0,9 0,03 0,241 0,036 
6 0,02 0,98 0,006 0,055 0,005 
7 0,01 0,99 0,003 0,031 0,000 
8 0,002 0,998 0,0006 0,006 x 
 
 
Tabulka 5: Naměřené a vypočítané hodnoty při stanovení koncentrace proteinů  
Hartree – Lowryho metodou (Kolagen) 
Zkumavka 
Navážka 
kolagenu 
(mg) 
Vfyz. roztok 
(ml) 
Absorbance 
λ = 650 nm Obsah proteinů (mg/ml) 
1 0,5 1 0,298 0,604 
2 1 1 0,488 1,041 
3 1,5 1 0,660 1,438 
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Graf  3: Kalibrační závislost pro stanovení koncentrace bílkovin Hartree – Lowryho metodou 
(Albumin) 
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Graf  4: Kalibrační závislost pro stanovení koncentrace bílkovin Hartree – Lowryho metodou 
(Kolagen) 
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5.1.3 Stanovení proteinů měřením absorbance v UV oblasti 
 
Stejně jako předchozí metoda byla i tato použita pro srovnávací stanovení koncentrace 
bílkovin ve zředěných roztocích. Postupem popsaným v kap. 4.2.3 byl testován pouze 
bílkovinný standard albuminu. Naměřené a vypočítané hodnoty jsou uvedeny v tabulce č.6 a 
závislost absorbance na koncentraci proteinů v grafu č.5. 
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Měřením absorbance v UV oblasti detekuje ještě nižší koncentrace bílkovin než předchozí 
metoda. Lze tedy pomocí této metody ověřit výsledky jiné souběžně prováděné metody. U 
tohoto stanovení je velmi důležité přesné pipetování. 
 
Tabulka 6: Naměřené a vypočítané hodnoty při stanovení koncentrace proteinů metodou 
měření absorbance v UV oblasti (Albumin) 
Absorbance Zkumavka Vstandard (ml) 
Vfyz. roztok 
(ml) c (mg/ml) 235 nm 280 nm 
Obsah proteinů 
(mg/ml) 
1 4,0 0,0 1 2,225 0,591 0,994 
2 3,5 0,5 0,875 2,003 0,522 0,877 
3 3,0 1,0 0,75 1,748 0,446 0,748 
4 2,5 1,5 0,625 1,505 0,384 0,642 
5 2,0 2,0 0,5 1,214 0,292 0,486 
6 1,5 2,5 0,375 0,919 0,223 0,369 
7 1,0 3,0 0,25 0,632 0,154 0,252 
8 0,8 3,2 0,2 0,526 0,134 0,218 
9 0,5 3,5 0,125 0,326 0,082 0,129 
10 0,1 3,9 0,025 0,066 0,018 0,021 
 
 
Graf  5: Kalibrační závislost pro stanovení koncentrace bílkovin metodou měření absorbance 
v UV oblasti (Albumin) 
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5.2 Stanovení primárních aminoskupin 
 
5.2.1 Ninhydrinová metoda 
 
Touto metodou detekujeme primární aminoskupiny, čehož se využívá při stanovení 
koncentrace bílkovin i při analýze aminokyselin. Přírůstek aminoskupin je úměrný 
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koncentraci primárních aminoskupin a tedy i stupni pokračující proteolýzy. Postupem 
uvedeným v kap. 4.2.4 byla testována sada standardů isoleucinu. Naměřené a vypočítané 
hodnoty jsou uvedeny v tabulce. Kalibrační závislost absorbance na koncentraci volných 
aminoskupin proteinu je uvedena v grafu. 
Stanovení aminoskupin touto metodou je závislé na správné přípravě použitého činidla. Po 
zreagování činidla se vzorky bylo zbarvení velmi tmavé a naměřená absorbance byla příliš 
vysoká, proto bylo nutné vzorky 10–krát zředit.  
 
 
Tabulka č.7: Naměřené a vypočítané hodnoty při stanovení primárních aminoskupin 
ninhydrinovou metodou (Isoleucin) 
Zkumavka Vstandardu (μl) Vfyz. roztoku(μl) c (mg/ml) 
Absorbance 
λ = 650 nm 
Množství 
aminoskupin 
(mg/ml) 
1 500 500 0,05 0,341 0,050 
2 250 750 0,025 0,172 0,025 
3 100 900 0,01 0,074 0,011 
4 50 950 0,005 0,037 0,005 
5 10 990 0,001 0,010 0,001 
 
 
Graf 6: Kalibrační závislost pro stanovení primárních aminoskupin ninhydrinovou metodou 
(Isoleucin) 
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 Přestože ninhydrinová metoda je velmi široce využívána pro stanovení koncentrace 
proteinů s využitím detekce primárních aminoskupin, poměrně komplikovaná příprava činidla 
i poněkud nižší citlivost metody vedla k testování a poté i k využití analogické metody TNBS 
k testování proteolýzy kolagenu [11,12,13].   
5.2.2 Metoda TNBS 
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Postupem popsaným v kap. 4.2.4 byly testovány strukturně odlišné aminokyseliny cystein, 
lysin a prolin. Naměřené hodnoty a výsledky jsou uvedeny v tabulkách č. 8, 9 10 a v grafech 
č. 7, 8, 9.  
Stanovení volných aminoskupin touto metodou je ovlivňováno hodnotou pH prostředí, ve 
kterém probíhá. Každá z testovaných aminokyselin reagovala s tímto činidlem velmi 
specificky. I když je tato metoda časově poněkud náročná, pro stanovení volných 
aminoskupin je velmi citlivá a rovněž často používaná citace [11,12,13,17]. Snahou bylo 
pohybovat se v co nejnižších možných koncentracích aminokyselin, aby bylo možné tuto 
metodu využít pro sledování postupné proteolýzy i v obtížně a pomalu hydrolyzovatelných 
proteinových substrátech. 
 
Tabulka 8: Naměřené a vypočítané hodnoty při stanovení primárních aminoskupin metodou 
použití TNBS (cystein) 
Zkumavka Vstandardu (ml) Vpufru (ml) c (mg/ml) 
Absorbance 
λ = 335 nm 
Množství 
aminoskupin 
(mg/ml) 
1 0,5 0 0,01 0,692 0,008560 
2 0,4 0,1 0,008 0,671 0,008265 
3 0,3 0,2 0,006 0,620 0,007540 
4 0,2 0,3 0,004 0,418 0,004705 
5 0,1 0,4 0,002 0,234 0,002108 
 
Tabulka 9: Naměřené a vypočítané hodnoty při stanovení primárních aminoskupin metodou 
použití TNBS (lysin) 
Zkumavka Vstandardu (ml) Vpufru (ml) c (mg/ml) 
Absorbance 
λ = 335 nm 
Množství 
aminoskupin 
(mg/ml) 
1 0,5 0 0,01 0,774 0,008838 
2 0,4 0,1 0,008 0,718 0,008119 
3 0,3 0,2 0,006 0,629 0,006961 
4 0,2 0,3 0,004 0,492 0,005186 
5 0,1 0,4 0,002 0,251 0,002072 
 
Tabulka 10: Naměřené a vypočítané hodnoty při stanovení primárních aminoskupin metodou 
použití TNBS (prolin) 
Zkumavka Vstandardu (ml) Vpufru (ml) c (mg/ml) 
Absorbance 
λ = 335 nm 
Množství 
aminoskupin 
(mg/ml) 
1 0,5 0 0,01 0,075 0,011349 
2 0,4 0,1 0,008 0,049 0,007654 
3 0,3 0,2 0,006 0,026 0,004447 
4 0,2 0,3 0,004 0,020 0,003681 
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Graf  7: Kalibrační závislost pro stanovení volných aminoskupin metodou TNBS (cystein) 
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Graf 8: Kalibrační závislost pro stanovení volných aminoskupin metodou TNBS (lysin) 
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Graf 9: Kalibrační závislost pro stanovení volných aminoskupin metodou TNBS (prolin) 
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 Ze získaných výsledků je patrné, že kvalita jednotlivých kalibračních závislostí se liší podle 
typu použité aminokyseliny. TNBS reaguje především s primárními aminoskupinami, podle 
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některých autorů nereaguje s dusíkem prolinu [17], imidaziolovými dusíky histidinu a 
hydroxylovými skupinami tyrosinu, serinu a threoninu. I když TNBS vykazuje určitou 
reaktivitu s –SH skupinami, výsledný derivát je vysoce labilní. V alkalickém pH reaguje 
TNBS s terminálními α-aminoskupinami a stejně tak i s ε-aminoskupinami lysinu uvnitř 
řetězce. Vlivem kyselé extrakce v prostředí etheru není TNP-α-aminoskupina  ionizována a je 
oddělena z vodné fáze, čímž je umožněno specifické stanovení ε-aminoskupin. 
  Z dosažených výsledků je patrné, že reakce TNBS s prolinem je podstatně méně 
intenzivné ve srovnání s dalšími dvěma sledovanými kyselinami –lysinem a cysteinem. I přes 
relativně vysokou linearitu byly získány pro stejnou koncentraci prolinu daleko nižší hodnoty 
absorbance (nižší než 0,1) než u druhých dvou aminokyselin. Pro sledování proteolýzy byla 
s ohledem na výše uvedené skutečnosti využita kalibrační závislost sestrojená pro lysin to je 
citace [17]. 
 
5.3 Sledování proteolýzy 
 
 Proteolýza byla sledována u tří různých vzorků kolagenu: u nerozpustného standardu 
(Sigma), u rozpustného standardního roztoku (Serva) a u modifikovaného kolagenu 
připraveného na ÚCHM FCH VUT v Brně. Všechny tři vzorky byly degradovány 
kolagenázou o třech různých koncentracích v hmotnostním poměru kolagen:kolagenáza 1:1, 
1:0,1 a 1:0,01. Cílem testu bylo otestovat použitelnost navržených metod, nalézt optimální 
podmínky a testovat citlivost použitých metod ve srovnání s ověřenými kalibračními 
závislostmi. Jako nezávislé a doplňující se metody vhodné ke sledování proteolýzy byly 
využity biuretová metoda (sledování úbytku peptidových vazeb) a metoda TNBS (sledování 
přírůstku primárních aminoskupin).  
Postupem uvedeným v kap. 4.2.5 byly připraveny vzorky kolagenových materiálů a 
podrobeny proteolýze pomocí kolagenázy. Naměřené hodnoty a výsledky jsou uvedeny 
v tabulkách č. 11 a 12. Jako simulované fyziologické prostředí byl použit fyziologický pufr 
(0,1M roztok NaHCO3, pH 8,5) a roztok kolagenázy o třech různých koncentracích. Změny 
nerozpustných kolagenů ve fyziologickém pufru (biuretová metoda) jsou uvedeny v tabulce 
13. 
Po proteolýze, kdy jsou proteiny štěpeny na peptidy až aminokyseliny, by mělo dojít 
k poklesu počtu peptidových vazeb a naopak k nárůstu počtu volných aminoskupin. V našem 
experimentu došlo v případě biuretové reakce spíše k přírůstku hodnot u většiny typů vzorků, 
zejména u nerozpustných preparátů. Pouze u rozpustného kolagenu došlo k poklesu hodnot 
odpovídajícíh počtu peptidových vazeb. V případě metody TNBS došlo pouze u standardního 
nerozpustného kolagenu k signifikantnímu nárůstu koncentrace volných aminoskupin, u 
ostatních dvou nebylo možné změny koncentrace aminoskupin sledovat. Získané výsledky 
zřejmě souvisí s terciární strukturou kolagenu a jejími změnami v průběhu proteolýzy.    
Zatímco modifikovaný kolagen se během proteolýzy celý rozpustil u všech tří použitých 
poměrů enzym:substrát, u nerozpustného standardu došlo k stejnému jevu pouze 
v přítomnosti nejvyšší koncentrace kolagenázy, u zbylých dvou poměrů pouze částečně. 
Kontrolní vzorek modifikovaného kolagenu ve fyziologickém pufru v průběhu dvou hodin 
inkubace částečně nabobtnal  a došlo k přírůstku množství peptidových vazeb (tab.13). 
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Tabulka  11: Naměřené hodnoty při sledování proteolýzy kolagenových materiálů 
Odběr ihned po smíchání Odběr po 2 hodinách Typ kolagenu Poměr   S : E 
BIURET TNBSA Biuret TNBSA 
1 : 1 1,673 1,527 2,518 1,809 
1 : 0,1 0,430 0,956 1,448 1,284 Nerozpustný standard 
1 : 0,01 0,340 0,512 1,003 1,289 
1 : 1 1,563 1,296 1,855 1,483 
1 : 0,1 0,478 0,787 0,479 0,840 Rozpuštěný kolagen 
1 : 0,01 0,438 0,721 0,382 0,748 
1 : 1 1,476 1,407 2,031 1,409 
1 : 0,1 0,386 0,814 0,896 0,814 Modifikovaný kolagen 
1 : 0,01 0,457 0,730 0,966 0,761 
 
 
Tabulka 12: Vyhodnocení výsledků proteolýzy kolagenových materiálů – změny parametrů po 
dvou hodinách inkubace s kolagenázou 
Poměr   S : E Rozdíl absorbancí 
 
Typ kolagenu 
BIURET TNBSA 
Množství 
peptidových 
vazeb (mg/ml) 
Množství 
aminoskupin 
(mg/ml) 
1 : 1 0,848 0,282 11,177 0,0025 
1 : 0,1 1,018 0,328 13,441 0,0031 
1 : 0,01 
Nerozpustný 
standard 
0,663 0,777 8,714 0,0089 
1 : 1 0,292 0,187 3,774 0,0012 
1 : 0,1 0,001 0,053 0 0 
1 : 0,01 
Rozpustný 
kolagen 
(-0,056) 0,027 (-0,739) 0 
1 : 1 0,555 0,002 7,276 0 
1 : 0,1 0,510 0 6,676 0 
1 : 0,01 
Modifikovaný 
kolagen 
0,509 0,031 0,663 0 
 
 
Tabulka 13: Změny nerozpustných kolagenových materiálů v průběhu inkubace 
Biuretová metoda 
Typ kolagenu 
t=0 t=2 hod 
Množství 
peptidových 
vazeb (mg/ml)
Nerozpustný 
standard 0,243 0,352 1,439 
Modifikovaný 
kolagen 0,556 0,449 - 
 
 
 Na základě dosažených výsledků lze říci, že metoda TNBS poskytla relativně dobré 
výsledky pro standard nerozpustného kolagenu, i když přírůstek volných aminoskupin 
neodpovídal množství přidané kolagenázy, koncentrační závislost vykazovala spíše opačný 
trend. Metoda biuretová poskytla u všech vzorků postupné snížení koncentrace dostupných 
peptidových vazeb v závislosti na klesající koncentraci kolagenázy. Celkově by však po 2-
hodinové inkubaci s enzymem mělo dojít spíše k poklesu celkové koncentrace peptidových 
vazeb, což se neprokázalo u žádného vzorku s výjimkou dvou nižších poměru substrát:enzym 
u rozpustného kolagenu (tab. 12). Důvodem je pravděpodobně postupný pokles stupně 
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zesítění kolagenu v průběhu proteolýzy, přičemž míra zesítění je individuální charakteristikou 
každého vzorku kolagenu a souvisí zejména se zdrojem, z nějž byl preparát kolagenu 
připraven. Lze předpokládat, že postupným účinkem kolagenázy jsou zpřístupněny peptidové 
vazby, které byly na začátku inkubace nepřístupné biuretové reakci. 
 
Graf 10: Sledování proteolýzy vozrků  kolagenu - biuretová metoda; změny koncentrace po 
2 hodinách působení kolagenázy. 
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Graf 11: Množství volných aminoskupin ve vzorcích kolagenu stanovených metodou TNBSA. 
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 Závěrem lze konstatovat, že obě použité metody jsou aplikovatelné na studium degradace 
nerozpustných či obtížně rozpustných substrátů, analýza je však významně ovlivněna 
charakterem degradovaného materiálu. Metoda TNBS je široce používaná pro rozpustné i 
nerozpustné proteiny a její podstatou je detekce počtu zbytků lysinu prostřednictvím reakce 
s primární ε-aminoskupinou lysinu. Významným faktorem ovlivňujícím výtěžek analýzy je 
tedy kromě aminokyselinového složení a zastoupení lysinu též již zmíněný stupeň zesítění 
přes lysinové zbytky. Někteří autoři rovněž uvádějí, že nerozpustnost proteinu může 
podstatně snížit hodnotu koncentrace aminoskupin [17]. Pokud dojde k degradaci kolagenu na 
nezesítěný degradační produkt – želatinu, jsou volné aminoskupiny přístupnější reakci než 
v zesíťované formě, což by mohlo podpořit získané výsledky. 
Testované metody budou dále optimalizovány v navazujících pracích a využity k testování 
stability modifikovaných kolagenních materiálů. 
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6. ZÁVĚRY 
 
• V rámci předložené práce byla  zpracována rešerše o biomateriálech používaných 
v biomedicínských aplikacích. Biologické projevy těchto materiálů ve specifických 
aplikacích nazýváme biokompatibilita, jež byla diskutována z řady hledisek. 
Součástí práce byla také charakterizace  různých kolagenních materiálů. 
 
• Předložená práce je zaměřena na testování a optimalizaci metod pro stanovení 
koncentrace bílkovin a pro sledování proteolýzy vybraných typů bílkovinných 
substrátů. (detekci peptidových vazeb a volných aminoskupin). 
 
• V rámci studované problematiky byly ověřeny vybrané metody na kalibračních 
standardech hovězího sérového albuminu a vybraných aminokyselin (prolin, cystein, 
lysin) a dále na kolagenových materiálech. 
 
• Ke stanovení celkových proteinů byla testována biuretová metoda, která detekuje 
peptidové vazby a je vhodná pro koncentrovanější roztoky. Hartree – Lowryho a UV 
– VIS metody detekují aromatické AK, našem případě sloužily pouze jako metody 
kontrolní u zředěných roztoků. Pro sledování primárních aminoskupin byla použita 
ninhydrinová metoda, kde bylo nutné připravovat poměrně komplikovaně činidlo. 
Lepší a citlivější metodou bylo použití TNBS – trinitrobenzensulfonové kyseliny, 
která je široce využívána pro stanovení nerozpustných proteinů včetně sledování 
proteolýzy. 
 
• Proteolýza byla studována pomocí biuretové metody a metody TNBS u několika  
typů kolagenu (nerozpustný standard, rozpustný standard, modifikovaný kolagen) 
inkubovaných s kolagenázou o třech různých koncentracích. Obě použité metody 
jsou vhodné ke sledování proteolýzy, výsledky jsou však významně ovlivněny 
charakterem a původem kolagenního materiálu a dále jeho strukturou, stupněm 
zesítění a celkovou dostupností indikovaných skupin.   
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 7. SEZNAM ZKRATEK 
 
SDS    dodecylsulfát sodný 
TNBSA    2,4,6 – trinitrobenzensulfonová kyselina 
UV    ultrafialová oblast elektromagnetického záření 
VIS    viditelná oblast elektromagnetického záření  
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